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(57) Abstract 

B^(CH)tn-NH)n-R d) 

Cationic lipids of general formula (I), wherein m is ^ ^ 

an integer from 2 to 6 inclusive; n is an integer from 1 to R 
9 inclusive, preferably 1-5, where, when n is 2-9, a tingle 
R grouping other than hydrogen is present in the general 
fonnula, and m has variable or identical vahies within the 
groupings (a) or -{CHihrl R is a hydrogen atom or a 

radical of general fcsrnula (11), wherein X and X\ which ^ Y-*"R6 W 

are the same or different, are an oxygen atom, a methylene 
grouping -(CHaXi- where q is 0, 1, 2 <»* 3, or an amino 
grouping -NH- or -NR'-, where R' is a Ci^ alkyl grouping; 
Y and Y', which are the same or different, are a methylene 
grouping, a cartmyl groq)ing or a C^ grouping; Ri, R4 
and R5. which are die same or different, are a hydrogen 

atom or an optionally substituted Cm alkyl radical, and p is 0-5; and R6 is a cholesterol derivadve or an alkyUunino grouping -NR1R2, 
where R| and R2 are. independendy each other, a straight or branched, saturated or unsaturated C 13.22 aliphatic radical. Phannaceucical 
compositions containing said lipids, and their uses for transfecting nucleic acids whether in vitro or in vivo in cells, are also disclosed. 




(57) Abr^ 

La pr6sente invendon se rappcnte k des lipides cationiques de fonnule g6n6rale (I), dans laquelle m est un iKmibre entier compris 
entre 2 et 6 inclusivement, n est un nombre entier compris entre 1 et 9 indusivement et plus pr6fi(rentiellement entre 1 et 5 avec, lorsque n 
est compris entre 2 et 9, un seul gnntpement R, diffifrent de Tbydrogtoe, de present dans la formule gtetele et des valeurs de m variables 
ou identiques au seh des diffftents groupements (a) ou -(CH2)to-, R repr6sente un atome d'hydrogfene ou un radical de formule g6n6rale 
(n). dans laquelle X et X' repitontent md^peixlanmieiit Tun de Tautre un atome d*oxygtoe, un gnnipemem m6Uiylfcne •(CH2X1- Q 
6gal ft 0, 1, 2 ou 3, ou un groupement amino -NH- ou -NR'- avec R* reprtfsentant un groupement alkyle en Ci I C4, Y et Y' reprisentent 
ind^pendammem I'un de Tautre un groupement m6thyline, un groupement caibonyle ou un groupement C^, R3, R4 et R5 repr^sentent 
independamment Tun de I'autre un atome d*hydn>gtoe ou un radical alkyle, subsdtue ou non, en Ci ft C4, avec p pouvant varier entre 0 
et 5, R« leprtente un d^v6 du cholesterol ou un groupemem alkyle amino -NR1R2 avec Ri et R2 reprtentant lnd6pendanunent Tun de 
Tautre un radical aliphatique, satur6 ou non, lin6aire ou ramifi^ en C12 ft C22. Eile conceme ^galement des compositions pharmaceutiques 
les contenant et leun applications pour la transfection d'acides nucl6iques, in vitro ou in vivo dans des cellules. 
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LIPOPOLYANINES COmE AGENTS DE TRANSFECTION ET LEURS APPLICATIONS 

PHARNACEUTIQUES 

5 La prteente invention ooncenie de nouveaux composte apparentte k la fdmHe 

des lipopolyamines, des compositions }4iannaceutiques ks contenant et leurs 
applications pour la transfection in vivo et/ou in vitro d'addes nttcl£iqites* 

De nombreuses maladies gte6tiques sont assodtes & tm d6fout d*e7q}ression 
10 et/ou une esqxession anormale, c*est i dire deficiente ou excessive, dm ou plusieurs 
addes nucl6iques. La tfttetpie gteique a pour principal objectif de cocriger ce type 
d*anomalies g£n6tiques par le biais de Texpression cellulaire in vivo ou in vitro de 
g^nes clones. 

Aujourdliui* plusieurs midiodes sont pcopos6es pour la delivrance 
15 intraceUulaire de ce type d*infocmation g6n6tique. LHtne d*entre dies, en particulier, 
repose sur Teniploi de vecteurs diimiques ou biodiimiques. Les vecteurs synth^tiques 
ont deux fonctions prindpales, compacter TADN i transfecter et promouvoir sa 
fixation cellulaire ainsi que son passage k travers la membrane plasmique et, le cas 
6ch6ant, i travers les deux membranes nucleaires. 
20 Un progr&s important a 6te accompli dans ce mode de transfecticm avec le 

developpement d'une tedmologie baste sur Temploi d*im lipide cationique. II a ainsi 
mis en Evidence qu'un lipide cationique charge positivement, le chlorure de N-[l-(2.3- 
dicdeyloxy)pn3pyl]-N,NJ>I-trim^ylanimonium (DOTMA). interferait. sous la forme 
de liposomes ou de petites vfesicules. spontanement avec de I'ADN, qui est charge 
25 nggativement, pour fonner des complexes lipides-ADN, capables de fusiomer avec les 
mmibranes oellulaires, et permettait ainsi la delivrance intraceUulaire de FADN. 
Toutefois, Uen que cette mcdScule soit efficace au niveau de la transfection, elle 
pr§sehte le d6savantage dStre non biodegradable et de poss&ler tm caractire toxique a 
regard des cellules. 

30 Depuis le DOTMA, d*autres lipides cationiques ont 6i6 dkvdoppis sur ce 

module de structure : groupe lipophile assode a un groupement amino via un bras dit 
"spacer". Panni oeux-d, on peut plus particulidrement dter ceux comprenant k titre de 
groupement lipophile deux addes gras ou un derive du cholesterol, et oomportant, en 
outre, le cas ech^ant, k titre de groupement amino, un groupement d'ammonium 

35 quatemaire. Les DOTAP, DOBT ou k ChOTB peuvem notammrat £tre dt^s k titre 
repr^sentatifs de cette categorie de lipdes cationiques. Dautres composes, comme les 
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DOSC et ChOSC. se caract£risent par la presence ifun groupement choline ft la place 
du g ro up ement cfammoohim quatemaire. En gfenfiral, l'acdvit6 transfectante de oes 
oomposfis demeure toutefois assez faible. 

Une autre cat6garie de li(»des caticnuques, ks lipopblyantunes, a igalement M 
5 dterite. Dans oe type de composes, le g^oapemeat cationique est repr6sent6 par k 
radical L-Sc a tfaox y spcnnine qui oontient quatre groupements tfammonium, deux 
primaires et deux secondaires. Les DOGS et DFPES en font notamment partie. Ces 
lipopolyamines sont tout particuliireroent efficaoes pour la transfecdon de odhiles 
endocrines primaires* 

10 En fait, un agent de transfecdon syntMtique idfial devrait presenter un haut 

niveau de transfecdon. et ce pour un large spectre de cellules. poss6der une toxicity 
nulle ou i d£faut une toxicitfe iris minimiste aux doses d'utilisation. et enfin. fitre 
biodegradable pour s'affrandiir de tout effet seccmdaire au niveau des celltales traitfes. 
La prfesente invention a prteis6ment pour bbjet de proposer de nouveaux 
15 compost susoepdbks d*etre udlisfis efficaoement dans la transfecdon in vitro et ou in 
vivo de cellules et notamment pour la vectorisadon d'acides nudSiques. 

Elle a pour premier otget des I^x>p61y8mines, sous forme D. L ou LD et leurs 
sels, reprfesenttes par la f ormule g6n6rale I : 

20 H2N-((CH)n,-NH)„-H I 

R 

danslaquelle 

- m est un nombre ender compris entre 2 et 6 inclusivementt 
25 - n est un nombre entier compris entre 1 et 9 inclusivement et plus prfef ^entiellement 
entre 1 et 5 avecun seal groupement R different de rtiydrog^ de present dans la 
ifcrmule gfentele et des valeurs de m variables ou idendques au sein des diff erents 
groupements -(CH)^- et -(CH2)ni-» 



30 



R 



- R represente un atome d*hydrog6ne ou un radical de f ormule g6n6rale II: 



— «j:H)p 

R5 
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5 danslaquelle 

- X et X* leprfesentent, ind6pendaminent l*un de Fautre* un atome d'oxygtee, un 
groupement mfthyltoe -(CH2)q- avec q 6gal ft 0. 1, 2 ou 3. ou un groupement amino 
-NH- ou *NR'- avec R* reprgsentant un groupement alkyle en Ci i C4, 

- Y et Y* leprteentent ind^pendamment l*un de Tautie un groupement m^Oyltee, un 
10 groupement carbonyle ou un groupement OS, 

- R3, R4 et R5 leprteentent ind^pendamment IHm de Tautre un atome dliydiogtee ou 
un radical alk^e, substitu6 ou non» en C j & C4 , avec p pouvant varier entre 0 et 5 . 

- leprtsente un dfirivt du cholestfaol ou un groupement alkyle amino -NR1R2 avec 
Ri et R2 tepr&sentant ind£pendamment IHm de Tautre un radical aliphatique, satur6 ou 

15 non» linSaire ou ramifi^ en C12 & C22, 

D'un inteiSt tout particulier sont les oompos&s dans lesquels R y est cepresente 
par la f ormule g6n6rale IT 

// R3 y9 



20 




R5 



dans laquelle R3, R4, R5, R^ et p rfepondent aux definitions prfegdentes et X 
repr6sente un atome d'oxygdne ou un groupement -(CH2)q- avec q fetant 6gal i zfero. 
25 Cette famille de composes se caract6rise notamment par la presence d*une 

liaison ester interne, inttessante sur le plan de la biod^gradabilit^. 

A titre de lipopolyamines pr&fMes sekm linvention, on peut plus 
particuli&ranent mentionner les composes suivants: 



30 
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la fcsme D. L. DL ou I'un de leurs sels. 
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La pt&sente inventkm a igalement pour objet toute application fh&apeutique 
des tipQpolyaixunes selon l^invention, soit directement. soit au aein de compositicMis 
pharmaceutiques. 

5 Cofxune explidte pr6o6deminent, les composes de fommle g§ri£rale I s*avdreiit 

tout particuliteement intiressaiits pour la transfecdon in vitxo et in vivo facides 
nucleiques. Us oompactent ^caoement F ADN et pr§sentent avantageusement une 
toxidt^ tris i^duite voire nulle i Tegard des celhiles traittes. En outre, ils sont 
biodegradables notatnment par hydrolyse de leur liaison ester. 

10 Pdurobteniruneffet maximal des compositicHisderinv 

respectives du compost de formule g&iMe I et de Tacide nud6ique sont de 
pr6f6tenoe d^tennintes de manite k oe que le rapport R, charges positives de la 
lipopolyamine considMe par charges negatives dudit adde nud&que soit optimal. Ce 
rapport optimal variant en particulier selon le mode d'utilisation i savoir in vivo ou in 

15 vitro et sdon le type cdlulaire ft transfecte*, fl est opdmisfe au cas par cas. Cette 
optimisation rel^e de la compfitence de lliomine de Tart 

Dans les compositions de la prfesente invention, le polynticltetide peut £tre 
aussi Uen un adde d6scxyribonucl6ique qu'un adde ribonucl§ique. II peut s*agir de 
sequences d'origine naturdle ou artifidelle, et notamment d'ADN gtecnnique, d'ADNc, 

20 tf ARNm, d'ARNt. d'ARNr, de sequences hybrides ou de s6quenoes synthfetiques ou 
semi-synth&iques. Ces addes nuclfeiques peuvent ctre d'origine humaine, animale» 
v6g6tale» bact£rienne, vir&le» etc. Ds peuvent toe obtenus par toute technique connue 
de lliomme du metier, et notamment par criblage de banques, par synth^ cfaimique, 
ou encore par des miibodes mixtes induant la modification chimique ou enzymatique 

25 de sequences obtaiues par criblage de baiiques. Dspeuvertt par ailleurs toe i^^ 
dans des vecteurs, tels que des vecteurs plasmidiques. 

Conceraant plus particulidrement les addes d6so?^bQnucl6iques, ils peuvent 
etre simple ou double bcin. Ces addes d6sQxyribonucl6iques peuvent porter des gtoes 
thgrapeutiques, des sequences r§gulatrices de la transcription ou de la r6plicationp des 
30 sequences antisens modifites ou non, des regions de liaison i tfautres composants 
cellulaires. etc. 

Au sens de rinvention, on entend par gtee tti6rapeutique notamment tout 
g6ne codant pour un produit protdque ayant un cffct thtepeutique. Le produit 
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35 



5 expression msuffisante dans la oeUule ou ^ "«i«uMa-une 

♦-•Ki «5uuie ou lexpressKm (fune nvotfiine inaetiv^i n,, 

faiMement active en raison rfime modifir-,™. i^wme inactive ou 

PiDt6ine Le . modificatra,. ou encore de surexprimer ladiie 
^«6me. U gine thfinpeunque peut aussi coder pour un mutant tfune protfeine 
fxSbOaite, ayant une stability accrue une arUvue, , proteme 

10 ov^^A^ ^ « lo u:uuie aoie. Dans oe cas, une Drot^inp 

o^mTL r ZZ ^ ■""rf*""". TOF. «c (FR 9203120), les f««,„s * 
6c^«pHu« : BDNF. CmT. NOP. lOF, OMF. i^P.lT^ 

Foieme cfTR assoofie i la muoovisddose les odnefi j 
0 Rb PmIa Tv>r» 1 wppresseurs de tumeurs : p53. 

«^ d. com™ u p««« d. W« d« «.„ d. dJ^; t 

™ rScpttur dwB, p„ .«>>ple p.™i fc, rt«p«.„ LDL, rtc»ttu„, 
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owmple, toe transcrites dans la cseUule eihk. «. adm 
5 aT*r(^2ltir^''^""^"^"^*^«««*^^ 



15 



20 



25 



30 



*,u«« tf.^ (^pons.Ctt^'T:^ * 
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5 tnmsfectantdesKpopoIyaminesDeut*^^ 
20 ,*«id,l«ta«tan4„ (POPE) >« »'*»'-p-«i»rt*». 

35 tfi*,™-^- "I" !>"»«« famlte « we 
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15 



20 



etc. De nif&enoe les enm««.rf^- ^ «««oculaire, transdermique. 

pour uneCr::rr^':j:: — t 

««les, isotooiques ou de ' f*" ""^^ *" pwticulier de solutions 

«ddit.v>„r^»i ' «»P««ions s&ches. notamment lyophiBsfies otri ««• 
•dditicm seka le cas d'eau steriliste ou de s£nm. i V™**' ^ 
«»sdtutiondesolutfemi«et»kirr^ Phyaologique. permettent la 

. doses d-addeimdiUiueuiil^ 

a«as.quetem>ml«d'admimsinitionsDeuv«**.«. 7!?^^^^^'**^ 

nouunment en fonction du mode d-admimslratkm utilise a. i. 



U jxiseme invention sera plus <Mo»tetementrfA-«** a 1. .. ^ 
suivem. qui doivent #tre eonsidWs L^ZT ^ 
«5 oOTsweres coinme illustralife et non limitatife. 

ABREVUTIONSETSYMBOLES 
30 AgOEt : A^toed-fthyle 

^ : Kcydohexykabodiimide 
: acydoiiexyhaie 
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DMAP 
DMF 
DMSO 
DODA 
5 EP 
EtOH 
NEtj 
Rf 
TFA 
10 THF 
TMS 
UV 



^pini£tiqdanii])opyridine 

Diniedijie sulfoxide 
Dioctad&TlaniiDe 
Either depitrole 
Ediancd 

TUMqiamine 

Coefficient de rttentkm fixMital 
Acide trifluoroac6tique 
Tdnhydrofurane 
T6taxabaiy]^laas 
Ultra-Violets 



15 



20 



25 



30 



MATERIEL ET METHODES 



^^d^ ^ « N-m*thyi™;phouJ^ 

delSCeTiSr 

«nregistr4s sur un spectromdtre Bniker. 

Us ^placements chimicp^s sont exprimfe en ppm par 



C. ChmnnrtopntpttiPs m jtiWnr 

^J^^^^^ ""T rm ir li r mini i trm ont 6t6 effectufies sur des plaques 
de gel desUice Merck deO^ mm d'epaisseur. 
Rev61atioins : 

35 -AuxUV(254nm) 

; t " "^^^^ ^ ™« fthanolique de nirimHne 

(40mg/100mlEtOH)pc».,^6,erles«mneso«les«..idesen2iffanti]^ 
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- A la fluorescamine, en vapCHisant tme solution (40 mg / 100 nd Ao6tone) pour 

r6v61er ks amines primaifes. 

• A rioctet en leoouvrant la plaque de poudre tfiode. 

y , ^ chmmftiDgraphiea sur oolonne ont ft6 eff ectufees sur gel de silioe 60 Merck de 
5 granulcmitoie 0»063-0p200 nun. 



EXEMPLEL 

10 Synthase du (IMoctad6cyl-carbamqylni6ihoxy)-ac6tate de 2-5-hLS-(3-aniino- 
propylanuno)-pentyle. 



lot Preparation du 2-5.Bis-(2-cvanf w^thylflmtno)-pentanoate de 

ifettamahylammonimid.a) 

Du monofhydrochlonjie de racide(5)-2,5-diaminopentanoique (L-omithine) (6.74g; 
20 40 nunol) et de l*hydroxyde de titramgthylanimonium pentahydrate (14,48g: 80 
mmoD 8ont mis en solution dans du m^ihanol (20 ml). Ueau fonnte et le ni6thanol 
sont 6vapor6s sous pression r6duite (d Faide dHme pompe k huile) de maniere a 
obtenirtm rfeidu sec. 

Du NJ»I-dim6fliylfonnamide (30 ml) est ajoutfe aux sds pr6c6demment obtenus. Le 
25 melange est d^gaz^ avec de Fazote. puis agit6 fortement pendant dix minutes* ce qui 
pennet au 2»5-diamino pentanoate de tftiamfethylammonium de se soluKliser (le 
chlonire de t6tram6thylammonium reste en suspension dans le DMF). 
L'acrylOTitrile (6ml; 85,6 mol) est ajoutfe goutte & goutte; te baUon se rtchauffe 
Iggtement Le rnOange teactionnel est laiss6 1 h i temperature amUante, sous azote. 
30 n est cnsuite filtre pour fliminer le chlocuie de tfetramfeftijiammoniunt Le DMF est 
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25 
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jusqu-aobtentiondW solution trouble U^^^^^fl^ ^ ^ 
5 C(mgaaieur:leseldet6.n««*tK, 

Hn<..u ,«Ps„,««,.:Ltrj;^ -c^de B est 

<le49%(bnit). '^5.C),06g8oiit6blenus.8()itiinreodemeat 

prgpYl«mino>-nentittirt,q,y f ^ 1^1 '"^""^ ^' ^P ' S ' ■ >-«niim> : 
nuit Le dioxanne est 6vaport ^^0.^ 

CHCI3 (3 X 100 ,^ i?^' ^ ^ est extiait par 

i^anwiu^^ iprt-7j;. NaCl, puis s6ch6e sur MoQn.i a. 

CCM : Rf (CHa3 : AcOEt ; 95 : 5 (v : v)) =0.28 
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2.^3.0(m.l0H5xN+CH2);3.8(UH.N+CHCOO) '^''^^"^^*> 
MS:MH*.647.(PM=:646) 

*«>ute dans 30 ml de THF 370 ml n i * ^ 

(dans un^rr^.^^ ~ 
u,^ ™ wm de carijoglaoe et d &hyldne dyool ) • 3Qo ™i /a i « 
chlorofonnate d-isobutvie aont ^/T" «^ ^ , 390 ml (3.1 mmol) de 

*-a CCM conduit k deux tfichM « «^ ^ 

' ''"°*»»«*'«rt*«i<».eade51« 
CCM:Rf(EP:AcOE.il:j(,..,„^^ 



25 MS:MH+=633.PM=632 
l.e 

30 



lamtnftKprppvn ffm. 



35 



0.51 g (0,806 mmcd) du produit 1 d «>nt h . 
equivalents d'anh,.«de dJZ^L « <te CH^Q^ ; 2 

«^lamine(Tri^^r.-"^ = «>' ^-^ Equivalents de 

d'une heui.. I TcTl^f 5 mg de DMAP sant ajoutfe. Au bout 

CH.a,. puL J,!^3"!r^^^^ a i^agi. le maange est additionn6 de 

*^ •^«°®*°^*«»«obtenus.soitunrendementde43%. 
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CCM:Rf(CHa3:MeOH:AcOH:90:8:2(v:v.v))«075 
MS: MH+= 749. PM= 748 * *v . v . v )) aO.75 



MS: MH+« 1252, P.M.» 1251 
20 An.»^»eaim«t«-re:Formulebrute:C7,H,37N50,2 

%th6oriques: C 68.06 H 11.02 N 5.59 
%ob.enus: C 67,14 H 11.93 N 5.86 

^^^^ ® de 1.5 nU et W he»e 4 tempdn«un^ 

500 d'6tluinol stmt rioutfis de facon A «ht-«- , • 

pourlestes.«h,o,«„- ' * solution 4 40 niM. „6cess«« 



pour les tests tnolo^ques. 
MS:MH+=852,P.M.= 851 



35 EXEMPLB2. 
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15 

I»oijylainino).2propyle(2.f.): ae l,3.his.(3-anano. 




5 



20 



25 



30 



\o« inniou daaylomlrile sont noiit£s en is in.-«.^ » 
> fluorescamine est posiiif Lb m*i«.« ^ • Le test 4 la 

alon5n^.Umfthanolest6vaporn.H;^ I* test a la fluorescamme est 
100%pour,ep„xl«itbnrt) • * ^^'^'^ 

L'hydrc,g6nationestrtaIis4edansux«autoclave.p„rg6e 427T 
En3hM,U|i«sl<aie!lpass*e<|e5i<i_,j,7-i„ ■ , 

>°»>^ 39.2 « (179 rnnd) de di-w-bayMiarton.* (toous dns lOO li * 
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10 



15 



20 



30 



35 



diaxanne scmt ^oatfa goutle a gcwtte. U solution est lai^ 

72L U sohnw est 6vaport. du KHSO4 est ajout*. U piDduh 

(3 X 100 nil) lies phases 8ontnissembteesetriiio6es«iKHS04 au NaHCOj au 

Naa sfcWes BUT 1^4 et ^vaporte. 20 g som obtenus (reodei^ 
ntpportauproduit initial) 

Le pcoduit est cri8tallis6 dans ]*£?. 

CC^ : Rf (EP : AcOEt ; 1 : 1 (v : v)) s 0.23 
Rf (EP : AcOEt ; 1 : 2 (v : v)) = 0,63 
RMN (ppm) : 1.4 (2s. 36H : 4 x (CH3)3)) ; 1.65 (qt. 4H : 2 x NCH2CH2CH2NH) • 
2.95 (q. 4H : 2 X NHCH2CH2) : 3.1 (2d. 4H : NCH2CHCH2N) ; 3.2 (t 4H • 
NCH2CH2) : 3.85 (m. IH : OH) ; 5.9 (s. 2H : NH) 
MS : MH+=605, PM= 604 




604 tag (Immol) de ptoduit 2.c. sont dissous dans 20 ml de 01202. 2 Equivalents 

d-anhydride (2 mmol: 0.232 g). 2.2 Equivalents deNEt3 ( 307 Ml. puis 100 jil) 65g 
de DMAP sont imnxhuts. Aprts 24 h d'agitation 4 temptoture amUante. le milage 
est additionnE de 01202. Iav6 au KHSO4. au NaO. stehE sur MgS04. ffltrt puis 
Evaport. 0.156 g de produit sont obtenus (naidement de 22 % ) 
CCM : Rf (OiCla : MeOH : AcOH ; 90 : 8 : 2 {V : V : v)) =0 71 
RMN (ppm) : 1.2-1.4 (2s, 36H : 4 X (^3)3) ; 1.5 (m. 4H : 2 x NHCH2CH2CH2N) 
; 2.85 (q. 4H : 2 X NHCH2CH2) ; 3.1 (m. 8H : 4 x NOIi) ; 3.9-4.2 (2s. 4H • 2 x 
25 OOlzCOO): 5.25 (m.lH:CH2aiai2): 6.7 (2H:NH) 
.MS:MH+=721.PM=720 



B i t{»Ycaf1w7nYl'aminfv(tm-hrtoxv«iiriv«yi.nn,i p fM^ 

0.216 mmoles de I'adde 2.d sont dissoutes dans 3 ml de CHQs. 1 Equivalent de 
DODA (0,113 g). 3 Equivalents de NEt3 (100 mD et 1.1 Equivalent de BOP (0.11 g) 
sont ajoutEs. Le mElange lEactionnel est agitE i tempEratuie ambtante pendant 24 h. 
U OIClj est EvapotE. 100 ml d'AcOEt sont ajoutEs. U phase ocganique est lavEe 
par de ma (0,5 M). par NaHCOa, par NaO jusqu'i pH=7. sEchEe sur MgS04 puis 
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0485 g aom obienus (rendement 70 % ). Uae ocdonne sur sOice est 

CCM:Rf(CHa3:MeOH:AcOH;90:8:2(v:v:v))=081 
Rf (EP:AcOEt;l:l (v:v)) = 0.67 

5 

RNW (pp«) : 0^5(, 6H : 2 X CH3) ; 1.20-1.55 (m. lOOH : CHVC(CH,),) • l 6 
(». 4H : 2 X NHCH^CH^CH^N) ; 3.05-3.4 (m. ,6H : 2 x NH^^ N / 

. 5^ (111, IH : CHjCHCHa, MS (m, 2H : NH) ^ 
10 MS iMHu 1224, PM> 1223 

20 MS:MH+a824.PJ^.«823 

™J«PLE 3 : Potion du (NJ.-Dioct.decy,)-sucdnamate de 2-(3.anu„o- 



H 
I 




25 H'i^ 

Ceocmiposi est prepare sekmIeprDU«,ledecritprtc^ en 
substituant i I'ackte diglicoUque. Fadde suocinique. 

en ,^^e de m««e d« produit dnsi obtenu indique „„ foment 
MH+ de 808. ce qui est conforme d la masse attendue. 



30 
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™ANSFECnON IN VITRO DE MATERIEL GENEngUE 

5 

A Plaamidffliitili<i^no„rlPtrnnrf^H,f|^j„^^ 

On utilise te plaamide pCMV-LUC. U sWt dW ^ 

rapporteur -lucifi««.^v^ ^7 «««nicticm com^ 

vecteurpcDNA3(InviifDg«). extniit du plasnude 
j5 « ft««0te(tfnr^»r,H^H^c.K.^ ni 7, ^^^^^^^ | r 

ajnoeniratian itbanohque infdrieure k 10% 

Ar^ K««. . soluttons de lipopolyamine. dans un rappon l/i (v/v) 

«nrant^T^^' """^ i 9% (v/v) &«, dans les puite o« les 
celMes ant «te lav^es par du mOieu de cultur. d^pcnirvu de p^ 

25 EXEMPLE4: 

'^«.e«eau6e.prts«idid<„ * *™d.™.. . 
nic«bMioii<to«)lie«resd«nsrftnveiC02. mvk dime 

';^'**'««'™«<iosfcp«rtaiatadelu^ 

■5 p««-*'"«««^coe«,™Ae,A7Ppe^2o««^e.«,:;:rj:^ 
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TABLEAU I 

Ctaque>^eur conespond 4 la moyenne de trois essais indcpendants 
C«^cnce montn. claircment que les lipopolyamines selon rinvention pennetten. 
le transfert de genes dans les condiUons requises pour leur expression. 

15 EXEMPLE5: 



20 



«feen«, .oncom^ons d'ADN «». utiBste pour u, mte. ™pp^ 

2.5. 103 ^ ^ ^ n « m cM^J^ 



fRKU^ DE BEMPWCEMENT (REGIE 26) 
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Lipopolyamine de I'exemple 1 



MgDNA 

0.25 
0.5 
1.0 
2.0 
3.0 
4.0 



x4 

27(19) 
23(5) 
4945 (12) 
93937(2) 
106293(11) 
98553 f 10) 



Rapport de chargt 



x6 

25(20) 
37(54) 
19194(14) 
105533(1) 
100093(8) 
69863 (8) 



x8 

32(31) 
4476(4) 
30933 (21) 
111167(14) 
53475 (12) 



36(15) 
4811(19) 
39357 ( 3) 
8315 (15) 



TABLEAU n 



10 



Lipopolyamine de I'exemple 2 



DNA 
0.25 
0,5 
1.0 
2.0 
3.0 
4,0 



x4 
40(17) 
28(10) 
3427 ((12) 
33377(13) 
9686 (3) 
4321 (9) 



Rapport de charge 



x6 


x8 


52(64) 


122(14) 


204(25) 


36533 (7) 


48167(13) 


49363 (13) 


44697(18) 


30670(16) 


31557 (2) 


9157(8) 


40105(10) 



X 10 
51(5) 
44473(7) 
50083 ( 9) 
9544 (4) 
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TABLEAU m 

Chaque valeur correspond k h moyenne de trois essais ind^pendants 
Zi^Zr"^ "^'"^ ^'^"'^ ^ ^« -i^ion 



FEULLE OE REMPLACEMENT (REGIE 26) 
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REVENDICATTONS 



5 qu'eUeestrBprt9ent6enariafnm«.i^-A-.*_jgj 



20 



H2N-((CH)„-NHVH 

R I 

10 dans laquelle 

■ n. ea un nomlw enlier oon>pris enw 2 a 6 InclBivMwM. 

•U4u« 8u sein des differents groupements -(CH)„. ou -(CH2)„.. 
- R reprtsente u„ dT,j^g^ ^ ^ ^ ^ 

R5 



25 



30 




dans laquelle 

-X et X" leprtsentent iiutependamment I'un de 1 W un atome tfoxvedae un 

-NH-ou-NR- ^ ■'^^*««'*0'1.2<»"3.ouungroupementamino 

V «=P^tont«ngroupementalkyleenCiiC4. 
gil^T^' ind^^t IW de IW un g.„.pement n^l^. „„ 
groupement carbonyle ou un groupement C=S, 

'^'r^^ /^P^^^t indipendanunent i'un de I'aulre un atome tfhydmgfine ou 
unnul«»,allcyle,substitu6ou««.enC,iQ.avecppouvantvari^ 
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non,lin6aireouraimfieenCi2 4C22 i«waque, satm* ou 

prtfirenoeparUfbcnnilegfinteden' « <l«e « X est leprtseni^ de 



10 



c 

R5 «^ 

IT 




ztro, 

15 




20 sous forme D.L.DLOU run desessels. 
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9 




/ " o o 

sous fbnne D. L. DL ou I-un de ses sds. 
^ 5.UpopolyanriMsekmtarc»e«lica^ 



encequ'ils'agitdu 



H 
I 




K»«fonneD.L.DLourundeses8els. 

6. I^Popolyaminesdoalareveodication 1 ou2caract6ris6e 



encequ'ils'agitdu 



H 



/ O O 

^M.H °— lOalpha. eholesttryle 



15 



sous fonne D, L, DL ou I'un de ses sels. 



i.popoly«M»»k„,^te»«i,dic«ic«U6«„„Kto™,«Sd.m^ 
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nucleique est un antisens. 
10 nucleique oomporteungSnetWrapeutique. 

^hpop^t«j«chou«ep.™i,esapolipap^ 
15 1 :1 \ • Kpoproteine Hpase. la lipase hepatique 

Mmxylase. la phosphatidique acide phosphatase, une prot6ine de tiansfert de lipides 
«™ne h pj^ de tnmsfert des esters de c^^^ 

7 ^ ""^ °" - <*<^i par 

^^ir^T^ Phannaceutique oompre^mt m adde nucteique. une lipopdyamine 
«lon 1 W des reve^lications 1 4 6 et u„ ««uv«.t capable de s'associer a^^^e 
bpopolyamme/acideiiucl6iqueetd'am6Uoiersc«pcnm)irtransf^^ 

15. a»nporftionsdonbrevendicalicml4can«^ 
^3 plusieurs hpides neutres. 

16. Composition selon la mvendication 15 ca«ci6ris6e en ce que le ou les lipides 
neutres sont chdsis parmi les lipides synthetiques ou naturds. zwitterioniques ou 
depourvus de charge ionique dans les conditions physiologiques. 
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10 



15 



20 



17. Composition aekm la levendication 16 caiacteisfc en oe que le ou te 
neut«8omdeslipidesa2cludnesgrasses. q« le ou les lq«Jes 

-«^^t do«»s parmi U diolecylphoe^teflumolamine (DOP©. rlT 
P^^^l^lanUne (POPE), di-s.^,. .^[^ 

l^T. ^vendications 14 4 18 caractfriafie en oe qu'dle 

p^r^^rTr ^"^-^^ ^ ^ - •^-^^ - 

20 Composition selon IW queloonque des iBvendicatio«; 7 4 19 cmc^rfafe en ce 
qu^comp^nd un pHa™^q„ement acceptable pour une^^ 

21 Composition aekm IWe quelconque des mvendications 7 4 19 caractWafie en ce 
transfectionm vivo ou in vitro de cellules. 
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C wnfuiimimn t 4 rarttcii 17 cmaian rrmdaeMXtaoM n'oot pu fait f objct d'une nefamhe poor In modft suivBiitt: 



I. ni LurtwndiBttioiuii* 

S8 ripponcnt a un objK i t'^ 



I. . 

t ripponcnt a un objK i t'^ard duquil radminittrauon n'tst pu tmw dt prooidtr ila ncfavcfat, a nvoin 



2. ^] Lureimdieationan^ ^_ 

St rapportcnt 4 dtt parties de la dcnande initmationait Qui nc rcmplintiit pas tuffiianunsni In oo n d Wo tu pmorint | 
qu'unt i t Uwfchi Agnifieativi puint te« tliacaiit. en pirocutier 



3. |_J Lwnwndiciiiontn'* 

toot dot n von dia ooitt dtpcodanttt ct nt tent pas rtdtgcts oonfonntmait aux disposidons dt la deuatoc ct de la 
troititen phrases de la r^ M^X 



Codreil OhoonratioM - lor oyi H y > ohooDCC d^matc de Vrnwu^n (aidte du point 2 de U prcaicre fcuflttc) 



L'lteittisiracion cfaargtc de la lo U w iU ie tntematioaalt a irouvi ptusieurs inventions dans la drmmdt ntttmationak, a aavoin 



1. rn Comim toytesksttaos s d di t ioi ni el ksomece payees dans lesdaais par te 

^""^ tniimattonale pom fur loutes les re wn d ica nons pouvam £urc I'obiet d'une le Uidtc . 

2. D Comme louies les rocfaercfaes portant sur les rrwnitineTinns qui ry pittaicnt ont pu *trt effeccuees mi effort partiadief 
i, I'a dmiuiMii apn n'a nUiaxm l« paicnwtt d'aucwne ta« de qeoe nanirc. 



3. I 1 Commeunspartieseulemcmdescamnddldonnsaesdeniandtesaii4paytedmlesd^ 

raspon de l e tharche tmsraaitonale oe porte que sur ks iiwiriiuBfiBni pour ksqasUss ks laios ooi M payies. a savov 
tniitUndicadottsiP: 



4. I I AuGuneoaeadditiBnaeUedemandteD'aMpayitdaDslesdiiaUparkde^^ 

— ^ iniemaiionale ne porn que sur llnwrnion mentionnte en pfcmier lieu dans Its isis ml iio t i nnr; site est 

oouwftes par les mtndiQa&otts 
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En comparaison avec la revendication 1 du premier depot la revendication I du 
presente demande n'est pas tres claire. Selon Topinion de rexaminateur de recherche 
la definition des substituants peimet maintenant des composds I avec n-I et R^^H. Ces 
composes ne sont ^vtdemmment ni nouveaux ni lipopolyamtnes (voir DEI 953263; 
conq)05es avec m = 3-5 sont aussi connus). 
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